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Fluoreszenzkorrelationsspektroskopievorrichtung und -verfahren, 
insbesondere zur Mehrfarbenfluoreszenzkorrelationsspektroskopie 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Fluoreszenz- 
korrelationsspektroskopie, insbesondere zur Mehrfarbenfluoreszenzkorrc- 
lationsspektroskopie. Hierbei werden Reakiionspartner mit Fluoreszenz- 
farbstoffen markiert und in einem fliissigen, transparenten Medium frei 
diffundieren gelassen. Auflretende Fluktuationcn der Fluoreszenzintensitat 
kohnen mit optischen Verfahren detektiert werden. Insbesondere bei der 
Mehrfarbenfluoreszenzkorrelationsspektroskopie werden molekulare 
Wechselwirlcungen untersucht, indem zwei Reakiionspartner mit 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Die 
Reakiionspartner erzeugen bei ihrer Diffusion durch das transparente 
Medium Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat. Werden uberwiegend 
korreMerte Intensitatsfluktuationen zwischen den Emissionswellenlangen der 
beiden Fluorophore detektiert, so deutet dieses auf eine Komplexbildung 
zwischcn den beiden Partnern hin. 

Fflr derartige Untersuchungen werden typischerweise kleinste 
Probenmengen verwendet, da sich das untersuchbare Raumvofumen auf 
einen Raumbereich in unmittelbarcr Umgebung eines Fokusses, auf 
welchen Lichtstrahlen in dem transparenten Medium fokussiert werden, 
beschrankt. 



i 
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Andererseits ist es notwendig, damit die Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie mit alien ihren Vorteilen einer moglichst breiten Anwendung 
zugefuhrt werden kann, eine moglichst unkomplizierte und routinemaBige 
Durchfuhrung dieses MeBverfahrens zu ermoglichen. 

Es ist somit Aufgabe vorliegender Erfindung, eine gattungsgemaBe Vor- 
richtung sowie ein gattungsgemaBes Verfahren zur Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie, insbesondere zur Mehrfarbenfluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie, bereit zu stellen, welche einerseits eine routinemaBige 
Durchfuhrung von Messungen und andererseits gteichwohl ein Beherrschen 
kleinster Probenmengen ermoglichen. 

Als Losung schlagt die Erfindung einerseits eine gattungsgemaRe 
Vorrichtung vor, die einen GefaBhalter, in welchem zumindest zwei 
Probengefafie mit einem fokussierenden, verspiegelten Boden angeordnet 
sind, und eine gemeinsame Abdeckung far beide Probengefafte umfaBt, die 
zumindest teilweise lichtdurchlassig ist* 

Eine derartige Vorrichtung laBt sich auch in kleinsten Abmessungen mit 
ausreichender Genauigkeit fertigen, so daft kleinste Probenvolumina 
innerhalb derartiger, kleiner ProbengefaBe fur eine Messung zur Verfugung 
stehen. Dariiber hinaus ermoglicht die Anordnung mehrerer ProbengefaBe 
in einem GefaBhalter, dafi diese ohne Weiteres gleichzeitig bzw. kurz 
hintereinander fur eine Messung vorbereket werden konnen. Auch ist es 
moglich, die entsprechende MeBapparatur mit einer Haltevorrichtung bzw. 
Transportvorrichtung fur den GefaBhalter zu versehen, so daB der Inhait 
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der jeweiligen Probengefa/ie ohne weiteren Aufwand hintereinander oder 
sogar gleichzeitig einer Messung zugefuhn werden kann. Die auf diese 
Weise beschriebene, erfindungsgemSBe Anordnung ermoglicht somit 
aufgabengemaB einerseits die Verwendung kleinsier Probenmengen und 
ermoglicht andererseits eine nahezu flieftbandartige ProbenprSparation bzw. 
Durchfuhrung der Messung. 

Durch den fokussierenden, verspiegelfen Boden ist es daruber hinaus 
moglich, die anregenden Lichtstrahlen senkrecht in das transparente 
Medium einfallen zu lassen und sie erst innerhalb des Mediums zum Fokus 
hin abzulenken. Hierdurch kdnnen Mefifehler, die durch unterschiedliche 
Brechungsindizes und verschiedenc Frequenzen des eingestrahlten Lichtes 
bedingt sind, vermieden bzw. auf ein Minimum reduziert werden. 

Vorteilhafterweise wird das ProbengefaB sowcit gefullt, daG es die 
Abdeckung erreicht. Auf diese Weise isr gewahrleistet, d .B ein Lichteinfall 
in das ProbengefaB lediglich von der Abdeckungsgeometrie und nicht von 
irgendwelchen Oberflachenspannungen des transparenten Mediums Oder 
ahnlichem abhangt. 

Ein konstruktiv verhaltnismaBig einfacher Aufbau der Gesamtanordnung 
folgt. wenn die ProbengefaBe durch Austbrmungen in dem Gefa/ihalter 
geb,ldet werden. Bei einer derartigen Anordnung ist es moglich, den 
Gefafthalter einstuckig auszubildcn und mit jedem geeigneten Verfahren 
Vernefungen in denselben einzubringen, die als ProbengefaBe dienen 
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Hierbei 1st ledtglich der Boden dieser Ausformungen in erfindungsgemaBer 
Weise fokussierend auszubilden. 

Der Boden kann hierbei parabolisch oder auch eliptisch geformt sein. 
Ebenso ist in bestiramten Grenzen ein halbkugelschalenformiger Boden 
denkbar. 
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Um eine langfristige Haltbarkeit der Verspiegelung zu gewahrleisten, kann 
der Boden mit einer gegeniiber ublichen Pufferldsungen resistenten Schicht 
verspiegelt werden. 

Hierbei sollte der Fokus de$ ProbengefaBes derart gewahlt sein, daB er 
Lnnerhalb des Probengefasses liegt. Bei einer derartigen Anordnung kann 
auf komplexe Optiken, die das einfallcnde Licht vorab in geeigneter Weise 
ablenken, verzichtet werden, wodurch insbesondcre auch die Gefahr von 
MeBfehlern durch unterschiedliche Brechungswinkel reduziert wird. 

An jedem ProbengefaB kann cin Druckausgleich vorgesehen sein. Ein 
derartiger Druckausgleich ermogltchi es, einerseits jedes ProbengefaB in 
beliebiger Weise zu fiillen oder zu entteeren und/oder andererseits zu 
gewShrleisten, daB Baugruppen, wie eine Abdeckung bzw. ein in der 
Abdeckung vorgesehenes Lichtfenster in die in dem ProbengefaB erhaltene 
Flus$igkeit eintauchen b2\v. vollstandig von dieser benetzt werden konnen. 
Wie bereits vorstehend erlautert, ermoglicht diese Benetzung bzw. dieses 
Eintauchen, daB die Oberflachenrichtung der Fliissigkeit nicht zufallig 
sondern durch die Oberflache der Abdeckung bzw. die Oberflache eines 
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Lichtfensters bestimmt wird. Es versleht sich, daB ein derartiger 
Druckausgleich auch unabhangig von den ubrigen Merkmalen der 
erfindungsgemaBcn Vorrichtung vorteilhaft fur eine Vorrichtung zur 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie Anwendung finden kann. 
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In vorliegendem Zusammenhang wird unter dem Begriff "Lichtfenster" 
eine Baugruppe bzw. ein Bereich der Abdeckung verstanden, durch 
welchen Licht zur Fluoreszenzanregung durch die Abdeckung hindurch in 
ein jeweiliges ProbengefaB gestrahk wird. 

Beispielsweise kann die Abdeckung als planparallele Platte ausgebildet sein, 
die auf dem GefaBhalter plan aufliegt und die ProbengefaBe abdeckt. 
Hierbei besteht jedoch in der Regel die Sehwierigkeit, die darunter- 
Hegenden GefaBe zumindest derart vollstandig mit dem fliissigen Medium 
zu fiillen, daB wenigstens die jeweiligen Lichtfenster benetzt sind. Durch 
geeignete MaBnahmen, wie- Abdichtungen, genaue- Dosierungen- und- 
Beherrschungder Adhasions- und Kohasionskrafte lassen sich diesbezuglich 
Wege finden. 



20 



Diese Probleme lassen sich vermeiden, wcnn an der Abdeckung ein 
Stempel vorgesehen ist, der jeweils in ein ProbengefaB hineinragt. Durch 
den SpaJt zwischen Stempel und ProbengefaBwand kann nunmehr ein 
Druckausgleich stattfinden, so daB das ProbengefaB nicht mehr mit 
allerhochster Genauigkeit befiillt werden muB, Etwaige Luft bzw. zuviel 
vorhandenes transparentes Medium konnen an den Seiten abgefiihrt 
werden. Insbesondere kann durch einfache MaBnahmen, wie beispielweise 
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kleine Kanale oder Ablauflocher, vermieden werden, daB transparentes 
Medium in benachbarte ProbengefaBe gelangt. 

Vorteilhafterweise sind die Lichtfensier der Abdeckung jeweils in den 
Stempeln vorgesehen. 

Die Stempel konnen einerseits einstiickig mit der Abdeckung ausgestaltet 
sein. Andererseits ist es mSglich. daft die Stempel durch Enden von 
Lichtleitfasern gebildet werden, die mit der Abdeckung verbunden sind und 
durch diese hindurch in die ProbengefaBe hineinragen. 

Vorteilhafterweise ist der Stempel derart dimensioniert, daft zwischen ihm 
10 und dem ProbengefaB ein urn den Stempel umlaufender Spalt verbleibl. 
Dieser Spalt ward ausreichend groB gewahlt, so dafS kein transparentes 
Medium aus dem Proben gefaB herausstromt, wenn der^tempel \n_ das_ 
Proberig^Tintaudirund seine MeBposition erreicht. Der durch diesen 
Spalt gebildete Raum dient somit als Puffer, der verschiedene Fullmengen. 
15 insbesondere im Rahmen einer MeBgenauigkeit, ausgleichen kann. 

Es versteht sich, daft ein derartiger, in ein ProbengefaB eintauchender 
Stempel auch unabhangig von den Qbrigen Merkmalen bei einem einzelnen 
ProbengefaB fur eine Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie vortcilhaft 
Verwendung finden kann. Insbesondere braucht dann das ProbengefaB nicht 
20 mit einem genau bemessenem Fullvolumen befuMt zu werden. Dieses ist 
insbesondere bet kleinen Probenmengen von grofiem Vorteil, da bei diesen 
urn so schwerer genaue Volumnina abgemessen werden konnen. Insofern 



ermoglicht ein derartiger Stempel auch unabhangig von den iibrigen 
Merkmalen, daS bei kleinsten Probenmengen mit verhaltnismaBig groBen 
Toleranzen und somit unter verhaltnismaBig unkomplizierten und schnel! 
ausfiihrbaren Bedingungen Messungen durchgefiihrt werden konnen. 




Auch schlagt die Erftndung ein Verfahren /-ur Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie, insbesondere zur Mehrfarbenfluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie, vor, bei dem Lichtstrahlen in einem transparenten Medium 
fokussiert werden, welches sich in eincm ProbcngefaB befindet. Hierbei 
wird in das ProbengefaB, welches einen fokussicrenden Boden aufweist, ein 
Stempel mit einem dem Boden zugewandten Lichtfenster eingefuhrt und die 
Menge des transparenten Medium derart gewahlt, daB das Lichtfenster des 
Stempels von dem Medium benetzt wird. 



15 



Vorteilhafterweise wird der Stempel lediglich bis oberhalb des Fokusscs in 
das Probengefafl eingefuhrt, so daB durch das Lichtfenster einfallendes 
Licht durch den Boden in den Fokus fokussiert werden kann und dort, in 
dem transparenten Medium, eine gewunschte Messung iniziiert. 



Das Verfahren gestaltet sich besonders einfach, wenn der Stempel in das 
transparente Medium eintaucht. Auf diese Weise ist in jedem Falfe eine 
aureichende Benetzung gewahrleistet. 



20 



Weist der Stempel einen zur optischen Achse des fokussierenden 
ProbengefaBbodens senkrechten Oberflachenbereich auf, so wird auf 
einfache, konstruktive Weise gewahrleistet, daB durch den Stempel 
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einfallendes Licht nicht unnotigerweise gebrochen wird. Hierdurch lassen 
sich Fehler, die durch Licht verschiedener Frequcnzen bedingt sind T 
vermeiden. 

Es versteht sich, daB die im vorliegenden Zusammenhang angesprochenen 
5 geometrischen Verhaltnisse, wie "senkrecht". "eliptisch" bzw. 
"parabolisch" und ahnliches, lediglich im Rahmen der fur die 
FluoreszenzkorrelationsspektroskopiegcwunschtcnMeftgenauigkeitenexakt 

gewahlt werden brauchen. Insbesondere der Boden sollte auf einen 
^ Bruchteil der verwendeten Wellenlangen genau gefertigt sein. Auch die 
W Abweichungen der Abdeckung, des Stempels bzw. der geometrischen Lage 

des Lichtfensters sind entsprechend der verwendeten Wellenlangen grofier 

oder kleiner zu wahlen, 

Es ist daruber hinaus moglich, in der Wand ung d^Prob^ngefafi^ei^ 
Offtiung vorzusehen, die in eine Zufuhrleitung und/oder etne Abfiihrleitung 
15 fur das transparente Medium miindet. Derartige Leitungen konnen 
beispielsweise durch einfache Bohrungen in dem GefaBhalter gewahrleistet 
sein. Ebenso konnten an der Gefafihalteroherflache unmittelbar unter der 
Abdeckung Nuten vorgesehen werden, die, wenn durch die Abdeckung 
abgedeckt, derartige Kanale bilden. Deranige schlichte Offhungen bzw. 
derartige Kanale konnen auch in kleinsten Geometrien ohne Weiteres mit 
bereits bekannten technischen Verfahren in einem Gefafthalter bereitgestellt 
werden. Derartige Leitungen konnen einerseiis einem Druckausgleich und 
andererseits einer Zufuhr bzw. Abfuhr des transparenien Mediums oder 
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aber auch anderer Substanzen, 
Reinigungssubstanzen, dienen. 



wie MeBsubstanzen oder 



Da bei derartigen, schlichten Offnungen auf jegliche konstruktive 
Feinheiten, wie kapitarartigen Zufuhrungen bis in den Fokus hinein und 
ahnliches, verzichtet wird, sind derartige Anordnungen auch bei kleinsten 
ProbengefaBgroBen realisierbar. Auch diese fSrdern eine schnelle und 
serielle Druchftihrung der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, wobei es 
sich versteht, daB derartige Offnungen auch unabhangig von der Zahl der 
verwendeten Probengefafte und dcm Vorhandensein eincr Abdeckung 
vorteilhaft Verwendung finden konnen. 

Weitere Vorteile, Ziele und Eigenschaften vorliegender Erfindung werden 
anhand der Beschreibung anliegendcr Zeichnung erlaulert, in welcher 
beispielhaft zwei erfindungsgemaBc Vorrichtungen zur Fluoreszenzkorre- 
lationsspektroskopie dargestellt sind. In der Zeichnung zeigen: 

15 Figur 1 einen schemtischen Schnitt durch eine erste erfindungsgemaBc 
Vorrichtung und 

Figur 2 einen schematischen Schnitt durch eine zweite 
erfindungsgemafie Vorrichtung. 



Die in Figur 1 dargestellte erste Ausfuhrungsform der Erfindung weist 
20 einen GefaBhalter J auf, in welchcn Ausformungen als Probengefafte 2 
(exemplarisch beziffert) eingebracht sind. Dariiber hinaus umfafit diese 
Ausfuhrungsform eine Abdeckung 3 mit durchsichligen Stempeln 4 
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(exemplarisch beziffert), die in abgedecktem Zustand in die ProbengefaBe 
2 hineinragen. 




15 
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Auf der gegenuberliegenden Seite der Abdeckung 3 sind Lichtleiter 5 
(exemplarisch beziffert) vorgesehen, durch wclche Licht durch die Stempel 
4 hindurch in die Probengefafie 2 und aus diesen herausgeleitet werden 
kann. Es versteht sich, daB die Lichtleiter 5 auch statt der Stempel 4 
vorgesehen sein konnen und durch die Abdeckung 3 hindurch in die 
ProbengefaBe 2 hineinragen konnen. 

Der Boden 6 (exemplarisch beziffert) eines jeden ProbengefaBes ist 
fokussierend ausgeformt und an seiner Innenseite mil einer gegenuber 
ublichen Pufferlosungen resistenten Schicht vcrspiegelt. 

Zum Betrieb dieser Vorrichtung werden die ProbengefaBe 2 nach Bedarf 
mit einem transparenten Medium befullt. Dieses geschieht soweit, daB nach 
Aufsetzen der Abdeckung 3 die Stempel 4 jeweils in das transparente 
Medium eintauchen. Insofern dient der zwischen ProbengefaB 2 und 
Stempel 4 vorhandene Spalt 7 (exemplarisch beziffert) als Druckausgleich 
und als Zwischenspeicher fur 2uviel eingefulltes transparentes Medium. 

Dadurch daB die Unterseite der Stempel 7 einen zur optischen Achse des 
fokussierenden ProbengefaBbodens 6 senkrechten Oberflachenbereich 
aufweist und daB Licht aus dem Lichtleiter 5 annahernd senkrecht durch 
ein in diesem Oberflachenbereich befindliches Lichtfenster in das 
ProbengefaB 2 gelangt, braucht die Abdeckung 3 nicht sehr genau 
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bezughch der ProbengefaBe 2 positioniert werden. Leichte seitliche 
Abweichungen spielen wegen des parallelen Lichteinfalls und des 
entsprechend fokussierend gewahlten Bodens 6 keine Rolle. 

Bei der in Figur 2 dargestellten AusfGhrungsform sind in einem Gefafihalter 
1 ProbengefH/Je 2 (exemplarisch beziffert) mil fokussierenden, verspiegelten 
Boden 6 (exemplarisch beziffert) vorgesehen. Auf dem GefaShalter I liegt 
eine Abdeckung 3 mit einer planen Unterseite auf, in weFche den 
ProbengefaBen 2 entsprechend Lichtleiter 5 (exemplarisch beziffert) 
eingebracht sind. Daruber hinaus sind in jeder Probengefa/iwand Offnungen 

8 (exemplarisch beziffert) vorgesehen, die in Zufuhr- bzw. Abfuhrleitungen 

9 (exemplarisch beziffert) munden. Dicse dienen eincrseits al S 
Dmckaus^eich bzw. Uberlauf und verhindern auf diese Weise, dafl bei 
Auflegen der Abdeckung 3 transparentes Medium iiber die ProbengefSA- 
wandung hinaus in andere ProbengefaBe 2 gelangt. Bei aufgelegter 
Abdeckung 3 konnen diese Leitungen 9 daruber hinaus dafur genut* 
werden, Probenflussigkeit auszutauschcn bzw. die ProbengefaBe 2 zu 
spiilen. 

Die Leitungen 9 konnen einerseits durch Bohrungen (wie dargestellt) 
bereitgestellt werden. Andererseits konnen in der Oberseite des 
Gefa/Jhalters I Nuten oder anderc Ausnehmungen vorgesehen sein, die 
gemeinsam mit der Abdeckung 3 die Leitungen 9 bilden. Es ist denkbar 
erne der Offnungen S im Bodenbereich des Probengefaftes 2 vorzusehen 
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Die Durchmesser der Ofrnungen 8 und der Leitungen 9 sowie deren Lage 
sind derart gewahlt, daft ein vollstandiges Befiillen der ProbengefSBe 
moglich ist. Wie aus Figur 2 unmittelbar ersichilich, ist es auch moglich, 
die Lichtleiter 5 durch die Abdeckung 3 bis in die Probengefafle 2 
5 hindurchzuffihren. Dann ist ein vollstandiges Befiillen der Probengefafie 2 
nicht mehr notwendig. 



i . 
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Patentanspriiche: 




Vorr.oh.ung zor Fiuoreszenzkorreia.ionsspek.roskopie, i„ sb = S o„dere 
»r Mehrfarbenfluoreszen^orrelaUonsspektroskopie, bei der 
UchetnAta, in einem t ra„ S pa r eme„ Medium fok„ SS iert warden 
welcha* si ch in ainen, ProbengeSB (2) befindc,, g eU„ ni etchnet 
*»rcH ainan GefaBha/Cer <„. ,„ welcnem 2umindes[ ^ 
Probe„ge«Be (2) mit ainan, fokussierenden, ver S piege, te „ Bodan (6) 
angaordnac sM . und aina gemeinsame Abdeck u „g (3) fiir beide 
ProbengefaBe (2), die zumindest .eilwaisa lichtdurchfeig is,. 

Vorrichtung „aoh Anspr-ch I. rfa&W, gekenneichn ^ ^ ^ 

ProbengefaBe (2) durcn Ausfcnungen in dem CaKBhaiter (., 
gebildet sind. 



15 
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3. 



4. 



5. 



Vorrichtung „ach Anspruch-1. oder-2 Murch -zek-ennzeichne,^ 
der Pokus innerhalb der ProbengcfSBe (2) liagt. 

Vorrichrung naab ainam der Anspriicne , bis 3 , Murch 

VorrieMnng nach einem ( ^ ^ 

*<*«m».cW, rf<K5 dia Abdeckung (3) zumi „d esl zwai St e mp el (4) 
»ufwa, St , die jeweils i„ ei„ ProbengefaB (2, hinainragan 
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Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 
zumindestens ein Stempcl (4) derart dimensioniert ist, daft zwischen 
dem Stempel (4) und dem Probengefali (2) ein urn den Stempel (4) 
umlaufender Spalt (7) verbleibt. 

Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
zumindest ein Stempel (4) einen 7.ur oplischen Achse des 
fokussierenden ProbengefaBbodens (6) scnkrechtcn Oberflachenbe- 
reich aufweist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafi in der Wandung des ProbengefaGes (2) eine 
Offnung (8) vorgesehen isl, die in eine Zufuhr- und/oder 
Abfuhrleitung fur das transparente Medium mundet. 

Verfahren zur Fluoreszenzkorrebtionsspektroskopie, insbesondere 
zur Mehrfarbenfluoreszenzkorrelationsspektroskopie, bei dem 
Lichtstrahlen in einem transparenlen Medium fokussiert werden, 
welches sich in einem Probengefali (2) befindct, dadurch 
gekennzeichnet, dafi in das Probengefali (2), welches einen 
fokussierenden Boden (6) aufweisi. ein Stempel (4) mit einem dem 
Boden (6) zugewandten Lichtfenster eingefuhrt und die Menge des 
transparenten Mediums derart gewahlt wird, dafi das Lichtfenster des 
Stempets (4) von dem Medium benctzt wird. 
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10, Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Stempel (4) bis oberhalb de$ Fokusscs des Bodens (6) eingefuhrt 
wird. 

1 1« Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafi 
der Stempel (4) in das transparente Medium eintaucht. 
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Abstrakt (Figur 1) 

Eine Vorrichtung zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, insbesondere 
zur Mehrfarbenfluoreszenzkorrelationsspektroskopie, bei der Lichtstrahlen 
in einem transparenten Medium fokussiert werden, welches sich in einem 
ProbengefaB (2) befindet, umfaBl einen GefaBhalter (1), in welchem 
zumiridest zwei ProbengefaBe (2) mit einem fokussterenden, verspiegelten 
Boden (6) angeordnet sind, und eine gemeinsame Abdeckung (3) fur beide 
ProbengefaBe (2), die zumindest teilweise lichtdurchlassig ist. 

^^^V Bei einem entsprechenden Verfahren wird in das ProbengefaB (2) ein 
Stempel (4) mit einem dem Boden (6) zugewandten Lichtfenster eingefuhrt 
und die Menge des transparenten Mediums derart gewahlt, daB das 
! Lichtfenster des Stempels (4) von dem Medium benetzt wird. 




I 
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